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1   UVOD 
 
Amiotrofična lateralna skleroza (ALS) in frontalna temporalna demenca (FTD) spadata v skupino 
nevrodegenerativnih bolezni, ki prizadenejo motorične in/ali kognitivne funkcije obolelega. Za 
obe je značilno hitro in nepovratno napredovanje obolenja, s skrajšano življenjsko dobo po 
pojavu prvih simptomov. Amiotrofična lateralna skleroza sprva kaže klinične znake, ki so 
posledica degeneracije zgornjih in/ali spodnjih motoričnih nevronov, z značilnim progresivnim 
širjenjem motorične disfunkcije znotraj regije in na preostale dele telesa, kar vodi do popolne 
paralize. Širša javnost se je s to boleznijo seznanila po letu 2014, preko svetovne spletne 
senzacije »Ice Bucket Challenge«. Akcija polivanja prostovoljcev z ledeno mrzlo vodo je dobila 
enormen odziv, med katerimi ni manjkalo znanih oseb, ki so z objavo posnetka širili 
ozaveščenost o tej bolezni, mnogi med njimi pa tudi prispevali sredstva namenjena raziskavam. 
Frontalno temporalna demenca je posledica degeneracije nevronov v frontalnem in temporalnem 
možganskem režnju, ki se kažejo kot vedenjske spremembe obolelega in/ali težave z izražanjem.  
 
Skupini Renton in sod. (2011) ter DeJesus- Hernandez in sod. (2011) sta ločeno objavili 
povečanje heksanukleotidnih ponovitev v genu C9orf72, kot najpogostejši genetski vzrok ALS in 
FTD. Odkritje je pomenilo prelomnico pri dojemanju obeh bolezni in še bolj potrdilo hipotezo, da 
sta ti dve stanji le ekstrema fenotipskega spektra ene bolezni. V obeh boleznih pride do 
degeneracije nevronov in tvorbe toksičnih agregatov znotraj celice. V teh agregatih največkrat 
najdemo protein TDP-43, pogosto pa tudi FUS. K boljšemu dojemanju posledic mutacij v genih 
C9orf72, TARDBP in FUS, ter raziskavam sporadičnih oblik ALS in FTD je pripomogla tudi 
tehnologija induciranih pluripotentnih matičnih celic. Ta omogoča preučevanje celičnih procesov 
in vitro, na celicah z enakim genski zapisom, kot pri obolelih.  
        
Poleg poznavanja bolezni je pomembna tudi njena čim zgodnejša diagnoza. Tako pri ALS kot pri 
FTD se za postavitev diagnoze uporablja različne tehnike, ki so zelo napredovale z razvojem 
molekularne diagnostike.  
2   LASTNOSTI IN ZNAČILNOSTI ALS IN FTD 
2.1  AMIOTROFIČNA LATERALNA SKLEROZA  
Amiotrofična lateralna skleroza (ALS) se v literaturi pojavlja tudi kot bolezen motoričnega 
nevrona, Lou Gehrigova bolezen ali Charcotova bolezen, po francoskem nevrologu Jeanu 
Martinu Charcotu, ki je opredelil in poimenoval to boleznsko stanje leta 1869. Kljub relativno 
dolgi zgodovini poznavanja bolezni, o njenih vzrokih in poteku še vedno ne vemo veliko 
(Wijesekera in Leigh, 2009).   
 
ALS je nevrodegenerativna bolezen, ki prizadene zgornje motorične nevrone v cerebralnem 
korteksu in spodnje motorične nevrone v možganskem deblu in hrbtenjači (Wijesekera in Leigh, 
2009). Z degeneracijo zgornji motoričnih nevronov, se pojavijo togost v mišicah in spastičnost, z 
degeneracijo spodnjih pa najprej fascikulacije in kasneje atrofija mišice. Simptomi se pojavijo pri 
2/3 primerov in nakazujejo na spinalno obliko ALS, pri ostalih pa govorimo o bulbarni obliki. Pri 
slednji so simptomi težave z govorjenjem, žvečenjem ter požiranjem in redkeje dihanjem (Brown 
in Al-Chalabi 2017).  
 
Anžur T. Molekularno-genetske metode za diagnostiko amiotrofične lateralne skleroze in frontotemporalne demence. 




Največkrat se bolezen pojavi med 55. in 65. letom starosti, zgolj 10 % zboli pred 45 letom in od 
tega 1 % pred 25 letom. Zelo redko za ALS zbolijo osebe starejše od 80 let (Al‑Chalabi in 
Hardiman, 2013). Gre za hitro napredujočo bolezen in po pojavitvi prvih znakov oboleli dočakajo 
v povprečju od 2 do 5 let. Najpogostejši vzrok smrti je dihalna nezadostnost (Logroscino in sod., 
2010; Kabashi in sod., 2011). Povprečna incidenca v Evropi znaša od 2 do 3 na 100.000 ljudi na 
leto, z 1,3 do 1,5 večjo pojavnostjo pri moških (Logroscino in sod., 2010).  
 
Večina primerov razvije sporadično obliko bolezni, pri 5 % pacientov pa se razvije tako 
imenovana družinska ALS, ki se deduje na klasičen avtosomnmo dominanten način (Byrne, 
2011). Genetska nagnjenost naj bi bila ključna za pojavitev obeh oblik ALS, medtem ko 
okolijskim dejavnikom pripisujejo manjšo vrednost (Al‑Chalabi in Hardiman, 2013). Danes lahko 
na spletni podatkovni bazi ALSoD najdemo že približno 130 genov in lokusov, ki jih povezujemo 
z družinsko obliko ALS, nekatere med njimi pa tudi s sporadično obliko (Mathis in sod., 2019). 
V Evropi so najpogostejši vzrok dedne bolezni mutacije v genih C9orf72 (33,7 %), SOD1 (14,8 
%), TARDBP (4,2 %) in FUS (2,8 %) (Zou in sod., 2017). 
2.2  FRONTALNA TEMPORALNA DEMENCA  
S terminom frontalna temporalna demenca označujemo skupino nevrodegenerativnih bolezni s 
podobnimi kliničnimi znaki propadanja živčnih celic v frontalnem in anteriorno temporalnem 
možganskem režnju (Warren in sod., 2013). FTD delimo na tri klinične podtipe, ki se razlikujejo 
v klinični sliki, vedenjskih spremembah in prizadetem delu možganov (Bang in sod., 2015):  
- Vedenjska oblika FTD (bvFTD) je najbolj razširjena oblika FTD. Prepoznamo jo po 
simptomih kot so apatija (zmanjšanje zanimanja za socialne interakcije in hobije, izguba 
empatije in simpatije do družinskih članov in prijateljev) in po spreminjanju značaja obolelega 
in njegovega vedenja (socialno neprimerno vedenje, deljenje motečih opazk in pripomb, 
impulzivne nepremišljene reakcije, ponavljajoče se uporabe fraz). Klinično se bvFTD kaže z 
atrofijo frontalnega in temporalnega režnja. 
- Progresivna ne tekoča afazija, prizadene sposobnost komuniciranja, ki se kaže kot težave pri 
izgovorjavi, sestavljanju besed in poimenovanju stvari. Od Alzheimerjeve bolezni jo loči, da 
bolniki nimajo težav s epizodičnim in vizualnim spominom. Povzroča asimetrično 
(najpogosteje levostransko) atrofijo sprednjega in spodnjega dela sečnega režnja 
- Semantična oblika, povzroča težave s priklicem imen ljudi, stvari, krajev, težave pri iskanju 
primernih besed in težave z pravilnim sestavljanjem besed. Opazne so degeneracije v 
temensko-senčnem stiku. 
Degeneracije se pojavijo fokalno, tekom napredovanja bolezni pa prizadene večje regije 
frontalnega in temporalnega možganskega režnja, kar se pri obolelih kaže kot preplet vseh treh 
kliničnih slik. Bolezen je neozdravljiva in oboleli po pojavu simptomov v povprečju živijo od 5 
do 8 let. V večini primerov so vzrok smrti sekundarne okužbe, najpogosteje pljučnica (Bang in 
sod., 2015).  
 
FTD predstavlja 10 % vseh demenc in je druga najpogostejša oblika demence pri bolnikih mlajših 
od 65 let (Lashley in sod., 2015). Povprečna incidenca v Evropi znaša približno od 3 do 4 na 
100.000 ljudi na leto. Enako pogosto se pojavlja pri moških in ženskah (Onyike in Diehl-Schmid, 
2013). Pri 40 % primerov FTD je demenca prisotna v družini, od tega jih samo 10 % povezujejo z 
avtosomnim dominantnim dedovanjem. Pri ostalih se bolezen razvije sporadično (Rohrer in sod., 
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2009). Najpogostejši vzrok bolezni so mutacije v genih C9orf72, MAPT in GRN in so prisotne pri 
60 % obolelih za družinsko obliko FTD, od tega 25 % mutacija na genu C9orf72 (Le Ber, 2013).  
2.3  ALS IN FTD: DVE LOČENI BOLEZNI ALI DVA PRIKAZA ENEGA FENOTIPSKEGA 
SPEKTRA 
Leta 1993 je Mitsuyama opravil študijo pogostosti pojavitve demence pri ALS pacientih in tako 
nakazal povezavo med ALS in FTD. Pri nekaterih pacientih se v zgodnjih fazah ALS pokažejo 
tudi kognitivne anomalije, kar vodi v sočasen razvoj vedenjske oblike FTD. Približno 50 % 
pacientov ALS pokaže neobičajnosti pri nevrofiziološki testih, značilne za disfunkcijo 
frontalnega možganskega režnja. Pri teh pacientih so opazne vedenjske in kognitivne spremembe 
(Lillo in sod., 2011). Hkrati približno 15 % FTD pacientov razvije znake ALS (Ringholz in sod., 
2005). Primerjava genetske slike pacientov z ALS in z družinsko obliko FTD-ALS pogosto 
pokaže prisotne mutacije v enakih genih (Ling in sod., 2013). Vse to nakazuje, da sta ALS in 
FTD povezana v isti spekter bolezni. 
 
Dejavniki, ki vplivajo na nastanek ALS in FTD se kažejo na molekularnem, celičnem in 
sistemskem nivoju. Mednje prištevamo oksidativni stres, ekscitotoksičnost, motnje v delovanju 
mitohondrija, stres endoplazmatskega retikuluma, motnje v aksonalnem transportu, 
imunocitotoksičnost, napačno zvijanje proteinov in agregacija proteinov (Mihevc in sod., 2016). 
Med njimi je prisotnost patoloških agregatov v citoplazmi in jedru nevronskih celic ključna 
skupna značilnost nevrodegenerativnih obolenj. Najpogosteje je v teh agregatih prisoten protein 
TDP-43 in sicer pri ALS bolnikih v 97 % primerov (Neumann in sod., 2006; Ling in sod., 2013), 
pri FTD bolnikih pa približno v 50 % primerov (Mihevc in sod., 2016). Ta povezava velja za 
ključni faktor pri povezovanju tih dveh bolezni na genetski ravni. Odkritje povečanja 
heksanukleotidnih ponovitev GGGGCC (G4C2), v mutiranih genih C9orf72, kot najpogostejši 
genetski vzrok ALS in  FTD, je še dodatno potrdilo, da sta ti dve bolezni ekstrema fenotipskega 
spektra ene bolezni (Renton in sod., 2011; DeJesus- Hernandez in sod., 2011). 
3   GENETIKA  
Razvoj tehnik genskega mapiranja in DNA analiz je tudi pri ALS in FTD olajšala identifikacijo 
številnih vzročnih genov. Če so v prejšnjem stoletju bila poglavitna odkritja genov, specifičnih za 
družinsko obliko ALS ali FTD, danes raziskave usmerja dejstvo, da sta ti dve bolezni na 
genetskem nivoju v precejšnem prekrivanju. Mutacije v TARDBP, SQSTM1, VCP, FUS, TBK1, 
CHCHD10 in predvsem C9orf72 so najpogostejši genetski vzrok obeh bolezni. Mutacije na teh 
genih povzročajo nepravilnosti v procesiranju RNA in DNA ter formacijo veziklov in vključkov 
(Abramzon in sod., 2020).  
 
Čeprav pri ALS in FTD obstaja vzročna zveza genskih mutacij in patogeneze bolezni, imamo po 
drugi strani primere s specifično patologijo (patologija TDP-43, tau patologija značinla samo za 
FTD), kjer so mutacije genov, ki kodirajo te proteine, odsotne. To bi lahko pomenilo, da v 
nekaterih primerih mutacije v genih vplivajo na patogene poti, ki vodijo v bolezen, ne pa tudi, da 
so neposredni vzrok bolezni (Brown in Al-Chalabi, 2017).  
 
Po odkritju patogenih mutacij v genu SOD1, se je smatralo, da je to edini genetski dejavnik, ki je 
razlog za pojavitev družinske ALS. Izkazalo pa se je, da nekatere osebe kljub mutaciji na genu 
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SOD1 bolezni ne razvijejo ali pa, da je za pojavitev družinske oblike ALS vzrok drugje 
(Felbecker in sod., 2010). Ta dejstva so postavila stopnjo izražanja SOD1 pod vprašaj, hkrati pa 
predlagala oligogenski model obolenja, kjer je za nastanek bolezni odgovornih več genov hkrati 
(Nguyen in sod., 2018). Danes za nastanek FTD sumijo ali pa so že potrdili približno 50 različnih 
genetskih variacij genov, pri ALS pa preko 120 (Brown in Al-Chalabi, 2017). 
3.1  TDP-43 
Leta 2006 sta dve skupini ločeno odkrili, da se protein TDP-43 pojavlja kot primarna 
komponenta znotrajceličnih agregatov v propadajočih motoričnih nevronih pri kar 97% primerih 
ALS (Neumann in sod., 2006; Arai in sod., 2006). Pri FTD bolnikih pa so TDP-43 kot 
komponento agregatov našli pri približno polovici primerov (Mihevc in sod., 2016). Kljub temu 
pa je mutacija gena TARDBP kot glavni razlog nastanka bolezni ALS ocenjen na manj kot 1 % 
pacientov (Tan in sod., 2017). Odkritje TDP-43 agregatov je pomenilo novo poglavje v 
raziskavah vzrokov in poteka bolezni. Kot potencialne faktorje nastanka nevrodegenerativnih 
bolezni so začeli raziskovati področja transkripcije, RNA izrezovanja in RNA metabolizma. 
TDP-43 kot sestavni del agregatov pri ALS bolnikih zaznamo v nevronih in glia celicah, 
primarnega motoričnega korteksa, jedrih motoričnih nevronov v možganskem deblu in v 
hrbtenjači. Pri FTD pa predvsem v nevronih neurokorteksa in hipokampusa (Bodansky in sod., 
2010). 
 
Gen TARDBP leži na 1 kromosomu (1p36.22) in je sestavljen iz 6 eksonov. Kodira TAR-DNA 
vezavni protein 43kDa ali TDP-43. TDP-43 je sestavljen iz 414 aminokislin, ki jih delimo na 4 
domene: N- terminalna domena (NTD), ki vsebuje tudi signalno zaporedje za vstop proteina v 
jedro (ang. nuclear localization signal, NLS), dva RNA prepoznavna motiva RRM1 in RRM2. 
Znotraj RRM2 je signalno zaporedje za izstop proteina iz jedra (ang. nuclear export signal, NES). 
Na koncu pa C-terminalna regija bogata z glicinom (Jiang in sod., 2016).  
 
Protein TDP-43 najdemo v vseh tkivih in ima zelo širok spekter delovanja. Njegove ključne 
naloge pa so uravnavanje transkripcije, formacije in stabilnosti RNA. Mutacije proteina 
povzročajo patologijo na več ravneh v citoplazmi, pri transportu in stabilnosti mRNA, regulaciji 
translacije, procesiranju miRNA, odgovoru na stres, regulaciji avtofagije, regulaciji v 
mitohondrijih in v funkciji proteina v sinapsah (Birsa in sod., 2019). Večino mutacij so odkrili na 
C- terminalni regiji, ki je vključena v vezavo ribonukleoproteinov. Mehanizme, ki privedejo do 
bolezni v grobem delimo na (Buratti in Baralle, 2012): izgubo funkcije proteina, ki se izraža na 
jedrnem in citoplazmatskem nivoju, predvsem z metabolizmom RNA, ter pridobitev de novo 
funkcije, kot pridobitev toksičnih lastnosti s povezovanjem in tvorbo agregatov ter akumulacijo 
proteina v citoplazmi. 
3.1.1  Izguba funkcije proteina TDP-43  
TDP-43 regulira izrezovanje večjih pomembnih genov, kot so transmembranski regulator 
prevodnosti cistične fibroze (CFTR), TARDBP, FUS, SNCA (α-sinuklein), HTT (Huntingtin) in 
APP (amiloid prekurzor protein) (Polymenidou in sod., 2011). S poskusi zmanjševanja 
koncentracij proteina TDP-43 v jedru, so dokazali aberacije v mRNA izrezovanju (Yang in sod., 
2014). Pomankanje proteina TDP-43 v jedru je sprožilo splošno deregulacijo izrezovanja mRNA 
v motoričnih nevronih (Highley in sod., 2014). Obratno pa lahko prekomerno izražanje TDP-43 v 
jedru privede do tvorbe disfunkcionalnih kompleksov, saj v jedru ni dovolj vezavnih partnerskih 
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proteinov. Neravnovesja, ki jih povzroča prekomerno izražanje TDP-43, dokazano škodujejo 
nevronskim celicam (Lu in sod., 2016). Donde in sodelavci (2019) so preučevali s TDP-43 
uravnavano represijo procesiranja RNA. Izguba te funkcije naj bi bil ključni patogenski 
mehanizem degeneracije motoričnih nevronov in šele nato tvorba agregatov proteina TDP-43 v 
citoplazmi. TDP-43 je povezovalni represor nekonzervativnih kriptičnih eksonov. Hkrati velja, da 
je TPD-43 temeljni del rastoče družine RNA veznih proteinov, ki služijo kot »varuhi 
transkriptoma«, in tako skrbi za pravilno izrezovanje proteinov in celično funkcionalnost. 
 
TDP-43 in molekule RNA skupaj tvorijo ribonukleoproteinske granule (RNP), katerih naloga je 
transport mRNA do točno določene lokacije. Mutacije tega gena povzročajo motnje transporta 
RNP granul (Alami in sod., 2014). 
 
TDP-43 lahko tvori komplekse z ostalimi proteini vključenimi v translacijo kot na primer, 
ribosomalni proteini, receptorjem aktivirane C kinaze 1 (RACK1) (Russo in sod., 2017). V študiji 
kjer so opazovali povečano koncentracijo TDP-43 v citoplazmi, so odkrili vsesplošno represijo 
sinteze proteinov v neuroblastomi. S povečanim izražanjem RACK1, pa so to represijo uspeli 
zmanjšati (Russo in sod., 2017).  
3.1.2  Pridobitev de novo funkcij TDP-43  
Stresne granule (SG) so dinamični citoplazemski skupki, brez membrane, ki nastajajo ob 
prisotnosti celičnega stresa (Aulas in Vande Velde, 2015). SG imajo po navadi funkcijo »varnega 
zavetišča« RNA-vezavnih proteinov ter molekul mRNA. S tem preprečijo translacijo za 
preživetje nepotrebnih proteinov in posredno omogočijo hitrejšo sintezo proteinov, ki sodelujejo 
v odgovorih na stres. Formacija SG je reverzibilen proces, kar pomeni, da pride do razgradnje le 
teh po končanem stresu (Anderson in Kedersha, 2009). Nevroni spadajo med stresno bolj 
občutljive celice. Defekten stresni odziv pa lahko povzroči pretvorbo SG v patološka telesca, ki 
jih najdemo v možganih pacientov ALS in FTLD (Dormann in Haass, 2011).  
 
TDP-43 ima vlogo pri tvorbi SG, njihovem vzdrževanju in ščiti SG pred celičnimi interakcijami. 
Regulira pa tudi izražanje ključnih SG »nucleating« proteinov, vezavnega proteina 1 rasGAP 
SH3 (G3BP) in T- celično omejenega znotrajceličnega antigena-1 (TIA-1) (McDonald in sod., 
2011). Mutacije, povezane z ALS, lahko vplivajo na dinamiko stresnih granul. Ugotovljeno je 
bilo, da je pod osmotskim stresom, ki ga povzroča sorbitol, mutirani G348C TDP-43 lokaliziran v 
SG za katere je značilno postopno večanje (Dewey in sod., 2011). Nasprotno pa je bilo dokazano, 
da mutirani R361S TDP-43 moti tvorbo SG (McDonald in sod., 2011). 
 
Blokhuis in sod. (2016) so izvedel analizo interakcij ALS značilnih proteinov z ostalimi proteini 
v nevronih. Rezultati so pokazali, da protein TDP-43 tvori direktne interakcije ali pa posredno 
preko RNA z različnimi proteini, ki so vključeni v procesiranje DNA in RNA, izražanje genov, 
RNA izrezovanje, posttranskripcijsko regulacijo genov in translacijo genov. Mutacije v proteinu 
TDP-43 niso pogoste. Že manjše negativne ali pozitivne spremembe v izražanju TDP-43 so 
izjemno škodljive za celice. Resne spremembe v funkcionalnih lastnostih TDP-43 pa ogrozijo 
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3.2  FUS 
Mutacije v genu FUS so glavni razlog pojava ALS v zgodnejših letih. Pri 35 % obolelih za ALS 
pred 40 letom, je razlog v mutaciji gena FUS (Millecamps in sod., 2012). To dejstvo podaja 
hipotezo, da kljub podobnostim med proteinoma FUS in TDP-43, mutacije v proteinu FUS 
povzročajo drugačne mehanizme, med katere spadajo neskladen razvoj celice in samo ohranjanje 
homeostaze v živčnem sistemu v zgodnjih letih odraščanja (Qui in sod., 2014).  
 
Gen FUS (ang. fused-in-sarcoma) leži na kromosomu 6 (6p11.2). Sestavlja ga 15 eksonov in 
kodira protein FUS s 526 aminokislinami. FUS proteinska domena vsebuje: N-končni del, z 
glutamin, glicin, serin in tirozin bogato transkripcijsko aktivacijsko domeno (QGSY) in glicin 
bogato regijo. QGSY se smatra tudi kot prionom podobna domena in ima fizikalno- kemične 
podobnosti s kvasnimi prion proteini. In vitro so tej domeni dokazali vlogo pri agregaciji proteina 
FUS (Kato in sod., 2012). C-končni del sestavljajo RNA prepoznavno mesto (RPM), regija 
bogata z argininom, regija bogata z glicinom (RGG) ter cinkov prst (ZFD). Takšna zgradba daje 
proteinu FUS ključne lastnosti, da lahko deluje kot RNA regulator. FUS ves čas prehaja med 
jedrom in citoplazmo, kar mu omogoča signalno zaporedje za vstop (NLS) in signalno zaporedje 
za izstop iz jedra (NES) (Deng in sod., 2014). 
 
Protein FUS je multifunkcionalen ubikvitarno izražen DNA in RNA vezavni protein. S 
proteinoma TAF15 in EWSR1 tvori družino proteinov FET, ki je vključena v vse stopnje 
izražanja genov. Protein FUS je v jedru vključen v regulacijo transkripcije, izrezovanje pre-
mRNA in popravilo DNA, v citoplazmi pa skrbi za transport mRNA (Dormann in Haass, 2013; 
cit. po Darovič, 2016). Do danes so odkrili 60 mutacij proteina FUS, ki jih povezujejo z ALS in 
FTD. Večina teh je drugačnosmiselnih mutacij (ang. missense mutations) in se nahajajo v NLS 
regiji (Deng in sod., 2014; cit. po Darovič, 2016). 
 
Mutacije okvarijo jedrni transport in zmanjšajo jakost vezave transportina, kar vodi do nižjih 
koncentracij FUS v jedru. To naj bi veljajo za ključni vzrok nastanka ALS-FUS bolezni (Bosco in 
sod., 2010). Mutirani FUS se pri pacientih ALS nabira v obliki netopnih citoplazemskih 
vključkov, ki jih najdemo v propadajočih živčnih celicah (Vance in sod., 2013; cit. po Darovič, 
2016). Mutirani FUS so v citoplazmi našli tudi v povezavi s proteinom PABP-1, ki označuje SG. 
Ob daljši prisotnosti stresa in kopičenju SG, te rastejo in se združujejo. K združevanju pa preko 
agregacije in tvorbe citoplazemskih vključkov pripomore tudi N-končna prionom podobna 
domena na mutiranem FUS (Kato in sod., 2012; cit. po Darovič, 2016). Protein FUS v 
citoplazemske vključke veže tudi ubikvitin in protein p62, čigar naloga je usmerjanje z 
ubikvitinom označene proteine v razgradnjo (Lilienbaumm 2013; cit. po Darovič, 2016). Ti 
skupki nakazujejo okvaro poti razgradnje proteinov (Dormann in Haass, 2013; cit. po Darovič, 
2016). 
 
Citoplazemske vključke z ubikvitinom in proteinom p62 najdemo pri 10 % bolnikov bvFTD. 
Zanimivo je, da po navadi mutacije na samem genu FUS, pri teh bolnikih niso prisotne 
(Neumann in sod., 2009; cit. po Darovič, 2016). V primerih, ko so zaznali koncentrirane 
citoplazemske vključke pri bvFTD, so ti nase vezali še preostala dva proteina iz družine FET 
(ESWR1 in TAF15) in transportin 1 in posredno znižali koncentracije teh proteinov v jedru. 
Očitno FUS vpliva na nastanek FTD preko splošne okvare jedrnega transporta (Neumann in sod., 
2011; cit. po Darovič, 2016).  
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Pojavile pa so se tudi študije vpliva proteina FUS na delovanje mitohondrija. FUS, z vezavo na 
beta podenoto ATP sintaze, direktno vpliva na zmanjšanje ATP produkcije in hkrati povečuje 
mitohondrijski odziv na ne zvite proteine (mtURP) (Deng in sod., 2018). Danes še nimamo 
dokazov o FUS regulaciji in translaciji mitohondrijsko-kodiranih transkriptov, so pa v hrbtenjači 
FUS mutant »knock-in« starejših miših zaznali zmanjšanje izražanja mitohondrijskih transkriptov 
(Devoy in sod., 2017). 
3.2.1  Jedrne funkcije proteina FUS 
Protein FUS je na proteinskem nivoju in preko vezave na DNA udeležen v regulacijo 
transkripcije. Veže RNA polimerazo II in proteine preiniciacijskega kompleksa, kar kaže na 
njegovo vlogo v iniciaciji transkripcije (Schwartz in sod., 2012). Reagira tudi z določenimi 
transkripcijskimi faktorji in poveča ali zmanjša izražanje njihovih tarčnih genov (Uranishi in sod., 
2001; cit. po Darovič, 2016). Preko direktne vezave na promotorska mesta številnih genov, vpliva 
na njihovo izražanje. Protein FUS prepozna 1161 promotorskih regij genov udeleženih v 
popravilo DNA, kromosomsko stabilnost, transkripcijo, regulacijo celičnega cikla in druge 
procese (Tan in sod., 2012; cit. po Darovič, 2016). 
 
Protein FUS sodeluje v odzivu celice na poškodbo DNA. Po poškodbi DNA zavre izražanje 
ciklina D1 in s tem celični cikel, kar prepreči podvajanje poškodovane DNA (Wang in sod., 
2008; cit. po Darovič, 2016). Pri indukciji poškodbe DNA z laserjem se protein FUS premesti na 
mesto poškodbe, kjer je vključen v signalno pot za popravilo DNA. Utišanje gena FUS zmanjša 
učinkovitost popravila dvojnega preloma DNA za 30- 50 % (Rulten in sod., 2014, cit. po 
Darovič, 2016). 
 
Protein FUS ima sposobnost vezave RNA, in vivo veže več tisoč različnih molekul pre-mRNA. 
Opazili so šibko specifičnost proteina FUS na zaporedje GGU oz. GUGGU, kar proteinu FUS 
omogoča vezavo po celotni dolžini molekule pre-mRNA že med transkripcijo in ostane vezan 
dokler ni transkripcija zaključena (Rogelj in sod., 2012, cit. po Darovič, 2016).  
3.2.2  Citoplazemske funkcije proteina FUS 
Protein FUS so zaznali tako v jedru kot citoplazmi. Ima sposobnost vezave molekul mRNA tudi v 
citoplazmi, kar nakazuje, da sodeluje pri transportu mRNA preko jedrne membrane (Zinszner in 
sod., 1997; cit. po Darovič, 2016). Protein FUS sodeluje pri prenosu mRNA molekul po dendritih 
do dendritičnih izrastkov, kjer poteče nadaljnja lokalna translacija. Koncentracija proteina FUS v 
dendritičnih izrastkih poraste po aktivaciji postsinaptičnih receptorjev in sovpada s hkratnim 
porastom količine mRNA v izrastkih. Protein FUS ima med drugim tudi vlogo prenosa mRNA, 
ki kodira protein Nd1-L, do dendritičnih izrastkov. Protein Nd1-L je udeležen v preurejanju in 
morfogenezi sinaps, kar kaže na posredno vlogo FUS-a pri sinaptični plastičnosti (Fujii in 
Takumi, 2005; cit. po Darovič, 2016).  
3.3  C9ORF72 
Leta 2011 sta dve skupini ločeno odkrili, da je povečanje ponovitev heksanukleotidnega 
zaporedja G4C2 v genu C9orf72 najpogostejši genetski vzrok nastanka ALS in FTD (DeJesus- 
Hernandez in sod., 2011; Renton in sod., 2011). Kljub temu, da gre za dokaj novo odkritje, pa 
smo priča naglemu razumevanju patogenetskih učinkov mutacij tega gena. Gen C9orf72 leži na 
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kromosomu 9 (9p21). Sestavljaja ga 12 eksonov, iz katerih se lahko  prepišejo 3 variacije pre- 
mRNA (V1, V2 in V3). Iz V1 se prevede krajša izooblika proteina in iz V2 in V3 se prevede 
druga izooblika proteina C9orf72. G4C2 heksanukleotidne ponovitve pri variaciji V1 in V3 
najdemo znotraj prvega introna gena C9orf72, pri V2 pa znotraj promotorske regije ne 
kodirajočega eksona in se ne prepišejo v pre-mRNA (Stepto in sod., 2014). Stopnja izražanja 
variante 2 v centralnem živčnem sistemu je višja od variante 1 in 3 (Rizzu in sod., 2016). 
 
Pri zdravih osebkih, z redkimi izjemami (teh je manj kot 5 %), najdemo do 11 ponovitev 
zaporedja G4C2, medtem ko pri ALS in FTD pacientih s prisotno mutacijo gena C9orf72 od 
nekaj 100 do nekaj 1000 ponovitev (Beck in sod.,2013). Ponovitve med 20 in 30 se pojavljajo 
tako pri zdravih osebah kot obolelih za ALS in FTD. Minimalno število ponovitev, ki predstavlja 
tveganje, nam ni znano, z gotovostjo pa lahko trdimo, da je več sto ponovitev patogenih (Gami in 
sod., 2015).  
 
Balendra in Isaacs (2018) razdelita možnost vpliva mutiranega C9orf72 na 3 načine, ki se med 
seboj lahko tudi prepletajo: izguba funkcije proteina C9orf72, toksičnost smiselnih in proti 
smiselnih C9orf72 RNA ponovitev, ter/ali toksičnost smiselnih in proti smiselnih proteinov z 
dipeptidno ponovitvijo. 
3.3.1  Izguba funkcije proteina C9orf72 
 Avtofagija in lizosomska funkcija  
Bioinformatiki so dokazali, da je C9orf72 strukturno soroden z proteini iz družine DENN (ang. 
differentially expressed in normal and neoplasia). To so proteini gvanin nukleotid izmenjevalni 
faktorji (ang. guanin nuclotide exchange factors- GEF), ki aktivirajo proteine Rab. Rab so ključni 
za široko paleto uravnavanja membranskega transporta (Balendra in Isaacs, 2020). Utišanje gena 
C9orf72 v človeških primarnih nevronih povzroči, zaviranje sprožitve avtofagije, ne pa tudi 
kasnejših korakov avtofagije. Hkrati povzroča citoplazmatske agregacije s TDP-43 in 
akumulacijo proteina p62 (Sellier in sod., 2016). Čezmerno izražanje C9orf72 lahko aktivira 
avtofagijo, kar so zaznali s povečanjem koncentracije avtofagosomov v celičnih linijah (Webster 
in sod., 2016). Avtofagijo aktivira predvsem čezmerno izražanje daljše izooblike tega gena. 
C9orf72 sodeluje z  gvanin nukleotid izmenjevalnem proteinom SMRC8 in WD ponavljajočim se 
proteinom 41 (ang. WD repeat-containing protein 41- WDR41). Skupaj vplivajo na avtofagijo 
preko interakcij s serin/treonin- protein kinazo ULK1 kompleksom, kot glavnim pobudnikom 
avtofagije (Sellier in sod., 2016). Potencialno prihaja tudi do interakcij z TBK1, še eno 
serin/treonin-protein kinazo vključeno v avtofagijo (Freischmidt in sod., 2015). 
 
 Celični transport 
V makrofagih pridobljenih iz kostnega mozga in mikroglia celicah iz homozigotne miši z 
utišanim C9orf72 so opazovali okvarjen endosomalni in lizosomalni transport. Dokazali so, da se 
C9orf72 nahaja na lizosomih in tako direktno vpliva na lizosomko funkcijo, kar nakazuje na vpliv 
C9orf72 pri endolizosomnem transportu in hkrati avtofagijo (Amick in sod., 2016). V motoričnih 
nevronih generiranih iz iPSC C9orf72 lokalizira predvsem v zgodnje endosome. Te celice imajo 
tudi manjše število lizosomov (Shi in sod., 2018). Nevroni pacientov, nevroni pridobljeni iz 
iPSCs in z nevroni CRISPR-Cas9 utišanim C9orf72, so imeli zmanjšan vezikularen transport. 
Obratno jim je uspelo transport izboljšati s čezmernim izražanjem C9orf72. Te celice imajo tudi 
povišano raven glutamatnih receptorjev in povečano občutljivost na ekscitotoksičnost. V skladu s 
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tem opazovanjem so našli povišane ravni glutamatnih receptorjev v hrbtenjači miši z utišanim 
C9orf72, ter v hrbtenjači in kortikalnem tkivu bolnikov ALS in FTD z mutiranim C9orf7. Ti 
podatki nakazujejo, da je C9orf72 vpleten v več celičnih transportnih nalog (Shi in sod., 2018). 
 
Utišan ubikvitin C9orf72 in z CRISPR-Cas9- utišani C9orf72 izooblika tekom razvoja 
homozigotni miši povzročajo deregulacije imunskega sistema. Fenotipi kažejo spremembe v 
populaciji mieloidnih in/ali limfoidnih celic v vranici in limfnih vozlih, povišane koncentracije 
inflamatornih citokinov, sistemsko limfodenopatijo in splenomegalijo, zmanjšano telesno težo in 
povišano koncentracijo avtoimunskih protiteles (Burberry in sod., 2016).  
 
Nekatere študije na homozigotnih C9orf72-utišanih miših so poročale o blagih motoričnih ali 
kognitivnih fenotipih in zmanjšani življenjski dobi miši, medtem ko niso zaznali izgube 
nevronov. Transkriptomska analiza je potrdila spremembe v imunskih poteh, podobne tistim, ki 
so jih opazili v tkivu centralnega živčnega sistema pri bolnikih s ponavljajočimi se ponovitvami 
C9orf72 (Atanasio in sod., 2016). Transkriptomska analiza v človeškem tkivu je pokazala, da so 
prepisi C9orf72 še posebej razširjeni v mieloidnih celicah CD14 +, ki so vključene v prirojeno in 
prilagodljivo imunost (Rizzu in sod., 2016). V skladu s celičnimi študijami na C9orf72 je bila 
ugotovljena pomembna vloga C9orf72 pri imunskem sistemu, predvsem z vplivi na delovanje 
avtofagosomov in lizosomov, delovanje mikroglij, vplivom na spremembo avtoimunskih 
odzivov.  
 
V nasprotju z izgubo funkcije C9orf72 pa utišanje drugih genov, povezanih z avtofagijo, vključno 
z ATG7 in ATG5 (Ferguson in sod., 2016), pri nevronih miši povzroči nevrodegeneracijo. Te 
ugotovitve kažejo, da C9orf72 ni ključna komponenta avtofagije, ki vpliva na preživetje 
nevronov (Balendra in Isaacs, 2018).  
3.3.2  Pridobitev de novo funkcije proteina C9orf72 
Pridobitvene funkcije se kažejo predvsem z vplivom G4C2 ponavljajoče regije v RNA in DPR na 
toksičnost v celici. Dosedanje študije imajo svoje pomanjkljivosti. Raziskave na tkivih pokojnih, 
ne vključujejo začetnega fiziološkega stanja in prvih patogenih dogodkov. Pojavljajo se tudi 
metodološke težave kloniranja daljših dolžin G4C2. In vivo ter in vitro modeli nimajo tako dolgih 
ponovitev, kot jih najdemo pri pacientih (Balendra in Isaacs, 2018). 
 
 C9orf72 ponovitve v RNA  
In vitro G4C2 ponovitve omogočajo nastanek lasnice in močno stabilne G-kvadruplekse znotraj 
pre-mRNA. Te formulacije nase vežejo RNA-vezavne proteine in skupaj tvorijo razločne jedrne 
strukture. Pri ALS in FTD pacientih z mutacijo gena C9orf72 najdemo smiselne in protismiselne 
skupke RNA v malih možganih, hipokampusu in možganski skorji prednjega režnja (Vats in sod., 
cit. po Markič, 2019).  
 
 Proteini z dipeptidnimi ponovitvami 
Patologija mutacije gena C9orf72 se lahko kaže s sintezo proteinov z dipeptidnimi ponovitvami 
(DPR), ki preko RAN translacije nastanejo iz pre-mRNA. V smiselni smeri prevedeni so 
poliglicinalanin – (GA)n, poliglicinprolin – (GP)n in poliglicinarginin – (GR)n, v protismisleni 
smeri pa poliglicinprolin – (GP)n, poliprolinalanin – (PA)n in poliprolinarginin – (PR)n. DPR 
imajo sposobnost kolokalizacije s proteinom p62, in redko s TDP-43 (Mori in sod., 2013). Med 
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sabo se razlikujejo po stopnji toksičnosti, lokalizaciji znotraj celice in možnosti interakcij s 
preostalimi intracelularnimi molekulami. Na splošno študije kažejo, da sta poli-GR in poli-PR 
močno nevrotoksična, poli-GA pa nekoliko manj. Preostala DPR, poli-PA in poli-GP, pa morda 
sploh nimata toksičnih lastnosti. Skupke z DPR-ji najdemo v frontalnem, temporalnem in 
okcipitalnem režnju, motoričnem predelu možganske skorje, malih možganih in hrbtenjači 
(Balendra in Isaacs, 2018). 
4   INDUCIRANE PLURIPOTENTNE MATIČNE CELICE, NOVI PACIENT  
Napredek v biologiji matičnih celic v zadnjih letih, nam omogoča povsem nove priložnosti za 
razvoj bolezensko specifičnih vrst celic za lažje razumevanje in raziskovanje mehanizmov, ki 
prispevajo k patogenezi bolezni. Možnost reprogramiranja odraslih somatskih celic v inducirane 
pluripotentne matične celice (ang. induced pluripotent stem celss- iPSC), nam omogoča razvoj 
pacient-specifičnih iPSCs, ki imajo popolnoma enak genetski sestav in hkrati vključujejo 
mutacije, ki prispevajo k bolezenskemu procesu (Van Damme in sod., 2017). Te iPSCs lahko 
diferenciramo v celične tipe, ki omogočajo odkrivanje korelacij med kliničnimi merili in 
patologijo (Han in sod., 2011). Največji doprinos te tehnologije je, da omogoča znanstvenikom 
raziskavo sporadičnih oblik ALS in FTD, kar do sedaj ni omogočal noben od ostalih sistemov. 
Poleg tega lahko pacient-specifični iPSCs, služijo kot vir za personalizirano medicino, vključno z 
odkrivanjem zdravil, genetskim testiranjem in nenazadnje celičnimi terapijami (Gou in sod., 
2017).  
 
Slika 1: shematski prikaz poteka pridobivanja iPSCs, njihovo specifikacijo in področja preučevanja proteinsko značilnih celičnih 
anomalij (Matus in sod., 2014) 
4.1  POSTOPEK GENERIRANJA SPODNJIH MOTORIČNIH NEVRONOV 
Posnemanje razvojne signalizacije motoričnih nevronov (MN) in vitro poteka po sledečem 
postopku (Sances in sod., 2016; Slika 2).  
 
Razvojne faze človeških MN (vrstica a) se generira in vitro (vrstica b) z uporabo majhnih 
molekul in rekombinantnih signalnih molekul. Iz celične mase izolirane blastociste z iPSCs (a, 
petrijevka 1) in vitro reprogramiramo iz somatskega odraslega tkiva v kulture iPSCs (b, 
petrijevka 1). V oklepaju zapisane črke (Slika 2) prikazujejo vrstico, številka pa korak 
generiranja. Z uporabo inhibitorja glikogen sintaze kinaze 3 CHIR-99021 ali CHIR (b, 2) 
usmerimo razvoj Wnt- odvisne primitivne proge tekom gastrulacije (a, 2).  Nato z uporabo 
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dvojnih- SMAD inhibitorjev SB431542 (SB) in LDN193189 (LDN) (b, 3) usmerimo razvoj 
nevronske ektoderme tekom nevrolacije (a, 3). Razvoj rombencefalone in anteriorne hrbtenjače in 
vivo (a, 4) določa retinojska kislina (RA). RA deluje kot kavdalizacijska molekula, proizvajajo pa 
jo somitske celic. V in vitro postopku induciramo kavdalizacijo nevronske ektoderme iPSCs celic 
z majhnimi molekulami RA (b, 4). Signalni protein Sonic Hedgehog (SHH) se sprošča iz 
ventralnega notokorda (a, 5) in povzroči gradient, ki odloča o usodi MN na ventralnem delu 
hrbtenjače. In vitro razvoj usmerimo z dodatkom majhnih molekul SHH (smHH) ali pa 
rekombinantnih SHH signalnih agonistov (b, 5). Prekurzorji MN so odvisni od nevrotrofične 
podpore za razvoj aksonov in njihovo vezavo na tarčna mišična vlakna za razvoj v funkcionalne 
spodnje motorične nevrone (b, 6).  
 
Pri samem postopku in vitro se uporabljajo tudi nevrotrofni faktorji (NTF), kot so GDNF- 
nevrotropični faktor z glia celic, BDNF- možganski nevrotropični faktor, CNTF- ciliarni 
nevrotropični faktor in drugi, za pospeševanje zorenja celic in preživetje celic. 
 
 
Slika 2: Postopek generiranja spodnjih motoričnih nevronov iz iPSC, po posameznih fazah obrazloženih v tem podpoglavju (a-
potek in vivo, b- potek in vitro) (Sances in sod., 2016) 
4.2  iPSCs in TDP-43 
Študije na iPSCs generiranih motoričnih nevronih z mutiranim TARDBP vključujejo predvsem 
degeneracijo motoričnih nevronov in akumulacijo netopnih proteinov TDP-43.  Egawa in 
sodelavci so leta 2012, kot prvi opisali model človeških motoričnih nevronov iz iPSCs iz ALS 
pacienta z mutacijo TDP-43M337V. Na samo zorenje motoričnih nevronov iz iPSCs mutacija ni 
vplivala, vseeno pa so imeli ti nevroni krajšo življenjsko dobo. V teh nevronih so v primerjavi s 
kontrolnimi zdravimi linijami dokazali povečano raven topnih in detergent-odpornih proteinov 
TDP-43. Hkrati so dokazali, da so ti nevroni bolj dovzetni za inhibicijo fosfoinozitid-3-kinaze 
(PI3K). Mutacija ni povzročala endoplazmatskega retikulum stresa, ali pa nenormalnosti kot 
odziv na zaviranje mitogen-aktivirane protein kinaze (MAPK) (Egawa in sod., 2012). Isto celično 
linijo iPSCs TDP-43M337V so uporabili za razumevanja patologije astrocist pri ALS pacientih. V 
generiranih astrocistah so zaznali mislokalizacijo topnega TDP-43 v citoplazmi (Serio in sod., 
2013). V primerjavi z divjim tipom astrocist, so generirane celice kazale povečano nagnjene k 
propadu v bazalnih razmerah. Kljub temu pa v njih niso našli detergent-odpornega TDP-43 (Serio 
in sod., 2013). Uporabili so izogeno kontrolo za potrditev pomena citoplazemske lokacije TDP-
43 pri preživetju astrocist. S sokultivacijo motoričnih nevronov in astrocist so pokazali, da 
mutirane astrociste, generirane iz TDP-43 pacientov, nimajo vpliva na preživetje motoričnih 
nevronov (Serio in sod., 2013).  
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Mutirani nevroni TDP-43A90V in TDP- 43M337V generirani iz iPSCs, postanejo bolj občutljivi na 
citotoksičnost ob izpostavljenosti stresu, hkrati pa so zaznali zmanjšano izražanje mRNA-9 
(Zhang in sod., 2013). Rezultati TPS-43A90V iPSCs so še posebej zanimivi, ker je bil TDP-43A90V 
obravnavan kot dejavnik tveganja za ALS, kar nakazuje, da so k začetku in napredovanju bolezni 
prispevali tudi genetsko ozadje in/ali dejavniki okolja. Profiliranje izražanja genov v iPSCs 
motoričnih nevronih TDP-43M337V kažejo napačno regulacijo genov, ki so vpleteni v RNA 
presnovo in funkcije citoskeleta (Egawa in sod., 2012). 
4.3  iPSCs in FUS 
Ena izmed publikacij opisuje kulture motoričnih nevronov generiranih iz dveh FUS-iPSCs linij z 
vzorčno mutacijo na ostanku 511 (M511FS) ali H517Q točkovno mutacijo. Ti motorični nevroni 
so se izkazali za hiperkscitabilne (Wainger in sod., 2014). Nasprotno, pa je druga raziskovalna 
skupina zaznala hipoekscitabilnost v linijah FUS s točkovno mutacijo (R521L ali R521C) in FUS 
mutacijo s spremenjenim bralnim okvirjem (R495QfsX527) (Naujock in sod., 2016). Druga 
študija je demonstrirala mislokalizacijo proteina FUS v citoplazmi in tvorbo agregatov FUS v 
diferenciranih motoričnih nevronih pacienta z mutacijo P525L (Liu in sod., 2015). Podobno so v 
motoričnih nevronih z mutacijo FUSH517D, pridobljenih iz ALS pacientov, pokazali prisotnost 
citoplazemskega FUSa in tvorbo SG pri izpostavitvi celic stresu. Mislokalizacija FUSa v 
citoplazmo je bila opažena tudi v motoričnih nevronih pridobljenih iz pacientov z benigno R521C 
mutacijo in bolj resno R495Qfs527 in Asp502Thrfs∗27 mutacijo s spremenjenim bralnim 
okvirjem. Rezultati so pokazali korelacijo med količino akumuliranega citoplazemskega FUSa in 
resnostjo osnovne FUS mutacije. Po izpostavitvi teh motoričnih nevronov sevanju, je bila opazna 
večja ranljivost in višja stopnja poškodovanosti DNA (Higelin in sod., 2016).  
 
Pred kratkim so generirali in karakterizirali iPSCs iz ALS bolnikov z FUSR521H in FUSP525L. 
Motorični nevroni bolnikov so pokazali tipično patologijo citoplazemskega FUSa, ekscitabilnost, 
kot tudi progresivne defekte v aksonalnem transportu. Citoplazemska mislokalizacija FUSa je 
bila najbolj opazna v FUSP525L liniji in ni bila tipična za motorične nevrone. S (CRISPR)/ Cas9- 
posredovanimi korekcijami mutacije FUS v iPSCs pridobljenih iz ALS pacientov so uspeli 
izboljšati aksonalni transport in zmanjšati patologijo citoplazemskega FUSa. Pomanjkljivosti so 
izboljšali tudi farmakološko, z inhibicijo histon 6 deacetilaze (HDAC6) in genetskim utišanjem 
gena HDAC6, kar namiguje na novo terapevtsko strategijo za ALS (Guo in sod., 2017). 
4.4  iPSCs in C9orf72 
Različni C9orf72 iPSCs modeli so pokazali sposobnost interakcij med G4C2n RNA in proteini 
sposobnimi vezave na RNA, kot so ADARB2, hnRNPA1, hnRNPA1B2, Pur-α, FUS, in TDP-43. 
To variabilnost najverjetneje pogojujejo klonske variacije v iPSCs modelih, razlike v dolžinah 
G4C2 ponovitev ali drugi neznani faktorji (Donnelly in sod., 2013).  
 
Kljub številnim raziskavam, povezanih z RNA »fociji«, ostaja neznano, ali so ti “fociji” toksični 
za nevrone, ali pa samo odsevajo bolezensko stanje. V C9orf72 iPSCs diferenciranih nevronih 
zaznani citoplazemski RNA »fociji«, nakazujejo, da RAN translacija vodi v akumulacijo 
citoplazemskih DPR z visoko molekularno težo (Ash in sod., 2013). To hipotezo so podprli tudi z 
imunohistokemičnim barvanjem, ki je pokazala prisotnost DPR poliglicinprolin – (GP)n v 
C9orf72 iPSCs- diferenciranih nevronih (Almeida in sod., 2013). Vseeno pa kljub prisotnosti 
citoplazemskih RNA »focijev« in proteinskih produktov RAN translacije v iPSCs- diferenciranih 
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nevronih, ni jasno ali in kako fenotipi prispevajo k bolezenskem stanju pri ljudeh. Samo število 
G4C2 ponovitev v različnih iPSCs celičnih linijah ne korelira s številom oziroma pojavnostjo 
RNA »focijev« v celicah. Na to naj bi vplivali drugi genetski in epigenetski faktorji (Almeida in 
sod., 2013).  
 
Preučena je bila tudi dovzetnost na oksidativni in ER stres v C9orf72 iPSCs. Dafinca in sod. 
(2016) so pokazali izgubo Ca2 + homeostaze, v povezavi z zmanjšanjem mitohondrijskega 
potenciala in povečanje ER stresa. Opazna je bila tudi korelacija med povečanjem koncentracije 
markerja poškodbe DNA yH2AX in starostjo iPSCs motoričnih nevronov (Lopez- Gonzalez in 
sod., 2016).  Zanimivo je, da ektopično izražanje proteinov DPR poli - (GR) 80, ne pa tudi poli 
- (GA) 80, poveča poškodbe DNA v iPSCs nevronih. Farmakološko ali genetsko zmanjšanje 
oksidativnega stresa delno zmanjša poškodbe DNA, kar nakazuje na njegovo pomembno vlogo 
pri patologiji ALS in FTD (Lopez-Gonzalez in sod., 2016).  
 
Webster in sod. (2016) so na nevronih, pridobljenih iz pacientov C9orf72 pokazali vlogo proteina 
C9orf72 pri indukciji avtofagije in zmanjšanju nivoja bazalne avtofagije. Opazna je bila tudi 
povečana raven označevalca avtofagije proteina p62, pri C9orf72 iPSCs nevronih, kar spominja 
na p62 patologijo, pri bolnikih s C9orf72 mutacijo (Dafinca in sod., 2016). Utišanje C9orf72 
preko shRNA je povzročilo aksonalni rastni deficit. Mutacija proteina C9orf72 naj bi imela vpliv 
na dinamiko citoskeletnega aktina preko fosforilacije kofilina (Sivadasan in sod., 2016). 
5   MOLEKULARNA DIAGNOSTIKA ALS IN FTD 
Molekularna diagnostika združuje različne tehnike, ki se uporabljajo za analizo bioloških 
označevalcev. Velja za natančno metodo odkrivanja in diagnosticiranja bolezenskih stanj, med 
drugim tudi nevrodegenerativnih bolezni. Pridobljena diagnoza na podlagi analize genoma in 
proteoma, omogoča vpogled v nevrogenezo posameznika, zgodnje natančno odkrivanje bolezni, 
in lažje usmerjanje zdravniškega svetovanja. Vsem nevrodegenerativnim boleznim je skupno, da 
zgodnja diagnoza daje večje možnosti za omilitev napredovanja bolezni in pri tem bi lahko 
molekularna diagnostika igrala ključno vlogo. Biološki označevalci so v osnovi biološke 
molekularne snovi, ki se jih uporablja za označevanje prisotnosti ali odsotnosti določene 
spremembe, motnje v celicah oziroma tkivu. Pri tem je potrebno izpostaviti, da mora biti ta 
označevalec natančen in zanesljiv, kazati mora jasne znake med zdravim in obolelim stanjem in 
med seboj razlikovati različna patofiziološka stanja in bolezni (Agrawal in Biswas, 2015).  
 
Med bolj pogosto uporabljene označevalce spada mikro RNA (miRNA) saj predstavlja natančno 
in aktualno sliko stanja v celicah. Znano je, da se lahko miRNA prenaša s eksosomi, majhnimi 
membranskimi vezikli, ki jih izločajo nevroni, astrociste, oligodendrociti, in celice mikroglia 
(Lachenal in sod., 2011). Eksosomi, kot biološki označevalci, imajo velik potencial za diagnozo 
bolezni, saj njihova molekularna sestava odraža fiziološke in patofiziološke spremembe izvorne 
celice (Lin in sod., 2015). Izolacija eksosomov je možna iz različnih telesnih tekočinah, katere je 
mogoče pridobiti ne invazivno, zato predstavljajo zelo privlačen biološki označevalec za 
diagnostično uporabo. Pri nevrodegenerativnih boleznih med telesnimi tekočinami največji 
potencial zaenkrat predstavlja likvor. Likvor kroži med hrbtenjačo, možganskim tkivom in krvno 
možgansko pregrado. Vsebuje številne biološke označevalce in metabolite celic omenjenih tkiv. 
Identificirani proteini in metaboliti iz likvorja lahko potrdijo prisotnost ali odsotnost 
nevrodegeneracije.  
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5.1  BIOLOŠKI OZNAČEVALCI V POVEZAVI Z MUTACIJO GENA TDP-43 
TDP-43 kot vse prisoten protein zahteva zelo specifične identikatorje za določitev njegove 
prisotnosti in koncentracije v likvorju, namreč večji del koncentracije proteina je hematogenega 
izvora. Ena od tehnik za zaznavo proteina TDP-43 v likvorju je encimskoimunski test (ELISA). 
Pri primerjavi vzorcev sporadične oblike ALS s kontrolno nevrološko zdravo skupino, so prišli 
do zanimivih rezultatov. 6 pacientov z 10 meseci staro diagnozo je imelo pri analizi likvorja kar 
95% višjo koncentracijo proteina TDP- 43 napram kontrolni skupini, medtem ko ostali ALS 
pacienti niso imeli očitnih razlik. Rezultati nakazujejo višje koncentracije proteina v začetnih 
fazah bolezni. Stopnja TDP- 43 ni kazala korelacije s stopnjo klinične diagnoze, niti ni bilo razlik 
med pacienti s spinalno ali bulbarno obliko ALS (Kasai in sod., 2009). Druga študija je izvedla 
primerjavo koncentracij TDP-43 pri ALS bolnikih in bolnikih s preostalimi nevrodegenerativnimi 
boleznimi, kjer so povišano stanje TDP-43 napram kontrolni skupini zopet zaznali pri ALS 
bolnikih (Noto in sod., 2011). Raziskave so vzporedno pokazale, da nižje ravni TDP-43 pri ALS 
pacientih korelirajo s krajšo preživitveno dobo. 
 
Feneberg in sod. (2018) so z analizo večih študij ugotovili, da med rezultati prihaja do 
nasprotujočih si dejstev in hkrati, da imajo izmerjene koncentracije zelo širok interval. Menijo, da 
tako raznoliki podatki odražajo dejstvo, da so se raziskovalne skupine različno izvajale poskus in 
pri tem uporabljale različna protitelesa za detekcijo proteina TDP-43. S pregledom literature 
Fenebergu in sod. (2018) ni uspelo najti učinkovite metode detekcije TDP-43 tudi za druga 
patološko stanje. Menijo, da bo z razvojem bolj specifičnih monoklonskih protiteles z večjo 
afiniteto do vezave TDP-43 izvirajočih iz nevronov, v prihodnje ta detekcija mogoča. 
5.2  BIOLOŠKI OZNAČEVALCI V POVEZAVI Z MUTACIJO GENA FUS 
Caputo in sod. (2020) so v študiji objavili primerjavo koncentracije proteina FUS v jedru in 
citoplazmi med štirimi posamezniki. Dve osebi (sestri DC in DL) sta bili nosilki podedovane 
mutacije P525LFUS ALS, tretja oseba je imela diagnosticirano sporadično obliko ALS, četrta oseba 
je bila zdrava kontrola. Koncentracije proteina FUS in njegovo lokacijo pri posameznikih so 
merili v kožnih fibroblastih pridobljenih z biopsijo kože v posameznih časovnih obdobjih. Osebi 
DC so prvo biopsijo opravili pri 21 letih, ko še ni kazala simptomov ALS. Po dveh letih 
spremljanja in odvzemanja vzorcev kože je razvila bulbarno obliko ALS in po 13 mesecih 
preminula. Oseba DL v tem času ni kazala simptomov ALS. Pri osebah DC in DL so v 
fibroblastov z mutacijo P525LFUS zaznali povečano koncentracijo proteina v citoplazmi že pri 
prvem vzorcu. Pri kontrolnih osebah (sporadični ALS in zdrava oseba) pa so zaznali FUS samo v 
jedru. Pri osebi DL, ki ni imela simptomov, so pri večini fibroblastov zaznali kombinirano 
lokacijo proteina FUS v jedru in citoplazmi. Pri DC pa so v času prve biopsije, ko še ni imela 
simptomov ugotovili, da je v 35 % fibroblastov protein FUS večinoma lociran v citoplazmi. Po 
pojavitvi simptomov pa se je ta delež zvišal na 70 % fibroblastov. Rezultati nakazujejo možnost 
diagnosticiranja P525LFUS ALS z analizo kožnih fibroblastov in primerjavo koncentracije proteina 
FUS v jedru in citoplazmi.  
5.3  BIOLOŠKI OZNAČEVALCI V POVEZAVI Z MUTACIJO GENA C9orf72 
Posebnih bioloških označevalcev, ki bi prikazovali nagnjenost k obolenju za ALS in FTD ali  
stopnjo nevrodegeneracije, povezano z mutacijami na genu s C9orf72 še niso odkrili. mRNA s 
povečanimi heksanukleotidnimi ponovitvami G4C2 sproščene iz jedra se sicer prevedejo v 
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molekule tipične za bolnike z ALS in FTLD. Z ne-ATG-posredovanim prevajanjem teh mRNA 
molekul nastajajo DPR-i. Poliglicinprolin- (GP) je DPR protein, ki ima 100% specifičnost za 
ALS in FTLD z mutacijo C9orf72 in se v velikih koncentracijah izraža v možganih. Povišane 
koncentracije pa so zaznali tudi v likvorju. Ni pa zaznanih mejnih koncentracij DPR za 
posamezen stadij omenjenih bolezni (Ash in sod., 2013).  
 
Su in sod. (2014) so v študiji oblikovali dizajnersko tarčno molekulo, ki z vezavo na mutirano 
G4C2 mRNA zmanjša RAN translacijo in tvorbo »focijev«. Te tarčne molekule bi lahko 
predstavljale terapevtik za ALS in FTD bolnike z mutacijo C9orf72. Su izpostavlja, da ima 
analiza koncentracije poliglicinprolin- (GP) v likvorju večji potencial kot biološki označevalci v 
smislu analize učinkovitosti tovrstnih terapevtikov in ne toliko kot označevalci nagnjenosti k 
obolenju.  
6   ZAKLJUČEK 
Kompleksnost nevrodegenerativnih motenj kot sta ALS in FTD se zdi z vsakim odkritjem večja. 
Zaenkrat smo priča velikemu napredku pri razumevanju patologije posameznih mutacij genov 
največkrat prisotnih pri teh dveh boleznih. Vendar kompleksnost se kaže ravno v tem, da naj bi za 
degeneracijo motoričnih nevronov bilo odgovornih več mutacij oziroma genov hkrati. Z 
razumevanjem razmerji med mutiranimi geni in medsebojnim učinkovanjem bi morda dobili 
jasnejšo sliko razvoja bolezni. Z identifikacijo celičnih metabolitov in proteinov,  značilnih za 
degeneracijo nevronov in drugih živčnih celic, kaže svoje prednosti molekularna diagnostika. Z 
uporabo telesnih tekočin ter vzorcev kože lahko zaznamo tipična fiziološka in patološka stanja, ki 
spremljajo ALS in FTD. Hkrati nam te tehnike služijo tudi za spremljanje učinkovitosti novih 
farmakoloških učinkovin, ki za te dve bolezni še niso razvita. Menim, da je molekularna 
diagnostika področje, ki bo v prihodnosti omogočala hitre in zelo specifične diagnoze, z 
možnostjo spremljanja napredovanja bolezni in učinkovitosti zdravil ali drugih oblik zdravljenja. 
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